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ABSTRAKT

Zakladni charakteristikou mikroorganismu tvoficich piidni biomasu je obsah uhliku
a dusiku a zmény poméru C:N v pudé odrazeji také zmény v mikrobidlni biomase. Stano-
veni celkové biomasy mikroorganismi v pidé vétSinou spociva ve vycisleni komponenty
mikrobialni biomasy, nejcastéji uhliku; nicméné je mozné stanovit i dalsi, napt. dusik, siru
nebo fosfor. Tyto komponenty musi byt pfitomny ve vSech zivych buiikach a po jejich od-
umfeni musi byt bud’ rychle degradovany, nebo by se mély alesponi stat lehce extrahova-

telné.

Ke stanoveni celkového organického uhliku (TOC) a celkového dusiku (TN) ptudni
biomasy, ve tfech vzorcich zeméd¢€lskych pid i1 ve smé€sném vzorku (zemina+kompost),
byla vyuzita fumigacné extrakéni metoda. Fumigaci chloroformem byly buniky mikroorga-
nismu lyzovany a byla uvolnéna Cerstva organickd hmota. Stanovovany dusik (TN) a uhlik
(TOC) byly nasledn¢ extrahovany siranem draselnym z fumigovanych i nefumigovanych

vzorki a rozdil mezi nimi byl pak pfipisovan dané komponenté mikrobidlni biomasy.

Ziskané vysledky ukazuji, ze TOC v biomase testovanych pud se pohyboval
v rozmezi 4,7-12,1 mg.25 g susiny; TN pak v rozmezi cca 0,6-3 mg.25 g™ susiny. Pomér

C:N biomasy se pohyboval okolo 4-8:1.

U smési zeminy s kompostem, kde byla inhibovana respirace piidnich mikroorga-
nismi Anoxomerem, bylo prokazano, ze mnozstvi TOC a TN korelovalo se stavem piidni

biomasy a muze tedy signalizovat nepiiznivé zmény ptudni organické hmoty.

Kli¢ova slova: fumiga¢né extrakéni metoda, ptidni mikrobialni biomasa, uhlik, dusik



ABSTRACT

The content of carbon and nitrogen is the basic characteristic of the soil microor-
ganisms forming the biomass. The C:N ratio reflects with changes of soil microbial bio-
mass. The determination of the total soil biomass includes analysis of carbon. Nitrogen,
sulfur or phosphorus could be also determined. These components should be present in all
living cells. These are rapidly degraded, or lightly extracted after cell death.

Fumigation extraction method was used for determination of the total organic car-
bon (TOC) and total nitrogen (TN) in soil biomass. It was used three samples of agricultur-
al soil and mixture of soil plus compost as well. The microorganism’s cells were lysed by
chloroform. Organic matter was released. The fumigated and non-fumigated samples were

extracted by potassium sulphate. The TN and TOC were determined.

It was found that TOC was 4.7-12.1 mg.25 g dry weight and TN was
0.6-3mg.25 g™ dry weight. The ratio of C:N in soil microbial biomass was about 4-8:1.

It was showed that amount of TOC and TN correlated with content of the soil bio-
mass in the mixture of soil and compost incubated with Anoxomer. Soil microbial biomass

could indicate a negative change of soil organic matter.

Keywords: fumigation-extraction method, soil microbial biomass, carbon, nitrogen
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UvVOD

Vznik pudy je do zna¢né miry ovlivnén péti riznymi faktory, kterymi jsou podnebi,
7ivé organismy, druh mate¢né horniny, topografie mista a Cas, po ktery se zakladni materi-
al podrobuje formaci pidy. Diky t€émto faktorim je ptida definovana jako dynamicka pii-
rodni slozka majici vlastnosti odvozené od kombinovaného ucinku klimatu, ptirodnich
¢innosti, pusobici na mate¢nou horninu pies ¢asové obdobi [1]. Puda je hlavni slozkou
ekosystému, jeji vyznam spociva predevSim v procesech, které probihaji jak uvnitt pudy,
tak i na povrchu. Mezi tyto procesy fadime rozklad a mineralizaci organické hmoty. Na-
sledkem téchto procest dochazi v pudé ke kolobéhu dulezitych latek. My se budeme zaby-

vat uhlikem a dusikem, ale mizeme sem fadit i napiiklad fosfor a siru [2], [3].

Uhlik se vyskytuje vSeobecné ve formé& organické (uhli, ropa, asfalt) a anorganické
(soli kyseliny uhlic¢ité) [4]. Organicky uhlik miZzeme zatadit mezi potravu pro pidni mi-
kroorganismy. Fixujicim procesem je fotosyntéza pomoci, které se uhlik dostava do bu-
nék [5]. Pravé diky fotosyntéze dochazi ke kolob¢hu uhliku [3], kdy atmosféra je spojova-

telem mezi kolobéh uhliku v mofi a na pevniné [4].

Dusik se nachdzi z prevazné Casti v atmosféie v elementarni form¢. Jedna se o bio-
genni prvek, tvofi aminokyseliny, které jsou soucasti bilkovin. Pfirodni nebo primyslova
hnojiva slouzi k dopliiovani dusiku do pidy [4]. Kolobéh dusiku nemtizeme brat izolované,
je uzce spjat s kolobéhem uhliku a samotné premény dusiku, tak tedy ovliviiuji kolob¢hy

ostatnich prvku [3].

Pomér C:N je dilezity ze dvou hlavnich divodi, (a) dochézi k vysoké soutézivosti
mezi mikroorganismy o dostupny piidni dusik ze zbytkil, které maji vysoky C:N pomér
pfidany do pudy, (b) C:N pomér je v padé relativné konstantni, proto udrzovani C, tedy

organické hmoty je omezeno vysi pidniho dusiku [1].
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. TEORETICKA CAST
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1 PUDA

Jak uz bylo feceno, jedna se o hlavni slozku ekosystému, ktera vznika ptisobenim né-
kolika faktora [1]. Je to heterogenni systém, ktery se sklada ze zemské kiry, zivych orga-
nismi a jejich rozkladnych produktt [3], z ¢eho nam vyplyva, ze obsahuje zivé a nezivé
slozky [6]. Tyto slozky jsou ve zdravé pudé navzajem propojeny a jsou schopny celit ne-
ptiznivym vliviim zvenci [7]. Je prostfedim pro Zivot organismu a zaroven jejich produk-
tem [1]. JelikoZ pida obsahuje, jak pevnou, tak i kapalnou a plynnou slozku, fadime ji

z fyzikalniho hlediska mezi tfifazovy disperzni systém [7].

1.1 Vznik pudy

Pedogeneze je dlouhodoby proces vedouci ke vzniku pidy za pomoci 5 faktora, kte-
rymi jsou podnebi, zivé organismy, druh mate¢né horniny, topografie mista a cas [3], [8].

Timto procesem vznikaji pidni profily, jeZ se vytvati z ptidnich horizonti.

Prvni horizont se sklada z organické hmoty, ktera se 1isi stupném rozkladu Zivo¢is-
nych a rostlinnych materiald, oznacuje se jako horizont O [1]. Dalsi vrstva se sklada
z rozlozeného organického materialu na povrchu [8] a ma tmavé zabarveni, jedna se o ho-
rizont A [1]. Podpovrchovy B horizont tvoti vlastni pidu, ve vlhkych oblastech se zde
tvoii vrstvy s akumulaci prvki a sloucenin, jako jsou Zelezo, oxidy hliniku a silikatové jily.
Horizont C je nejméné zvétrala ¢ast [9], je mimo zony velkych biologickych aktivit a je
obecné malo ovlivnéna procesy, které jsou nad ni [1], vznika rozpadem mate¢né horni-

ny [8].

1.2 Déleni pudy

Podle zptisobu vzniku se pidy déli na mineralni, ty vznikly zvétravanim, a horniny

organické, které vznikly rozkladem a ukladanim organické hmoty [3].

Na tvorbé mineralni pudy se podili fyzikdlni zvétravani, které je vyvolano zménou
teploty, vody, vétru a ptisobenim vegetace. Druhym typem zvétravani je chemické zveétra-
vani, pii némz se uplatituje voda, atmosféricky kyslik a oxid uhlicity, dale produkty pte-

meén matecné horniny, coz jsou rozpusténé mineralni latky [3].

V prostiedi s nizkymi teplotami, silnou kyselosti a zamokienim se vyskytuji pady

organické, skladaji se z organického materialu, ktery je ¢aste¢né rozlozitelny [3].
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1.3 SloZeni pudy

Puda se sklada z pevné slozky, pidniho roztoku, tedy kapalné slozky a ptdniho
vzduchu, coz je plynné faze. Obsahuje tii faze a z tohoto divodu ji mizeme oznacit jako

tiifazovy disperzni systém [7].
1.3.1 Pevna slozka

1.3.1.1 Anorganicky podil

Tvofi ho mineralni ¢astice, jejichZ velikost je dana padni texturou, dale jsou tyto ¢asti-
ce charakterizovany tvarem a chemickym slozenim. Hrubsi Céstice jako je Stérk, pisek
a hlina oznacujeme jako primdarni mineraly. Nejhrubsi ¢astice maji piscité pudy, kde maji
velikost vétsi nez 2 mm, u hlinitych pid je velikost ¢astic 0,02 mm. Nejjemnéjsi castice,

sekunddrni mineraly, maji velikost ¢astic 0,002 mm a oznacuji se jako jilovité pudy [3].

Rozdil mezi pis€itymi a jilovitymi pidami je pfedevSim ve schopnosti vazat ziviny.
U piscitych pid dochazi ke snadnému vymyvani zivin, jsou tedy na né chudé, kdezto
u jilovitych pid dochazi k zamokteni a jsou schopné vazat velké mnozstvi Zivin. Jejich

nevyhodou, ale je, ze rostliny nemaji dostate¢ny ptisun vzduchu [3].

Mate¢na hornina ovliviiuje chemické sloZzeni mineralnich €astic a vstup zivin do

kolobé&hu, které se uvoliiuji zvétravanim hornin [3].

1.3.1.2 Organicky podil

Pldni organickd hmota zahrnuje ¢aste¢né rozpadlé a rozlozené rostlinné a zivocisné
zbytky a jiné organické slouceniny syntetizované ptidnimi mikroorganismy. Takovy mate-
rial je neustale zpracovavan a znovu syntetizovan pudnimi mikroorganismy. V dusled-
ku toho je organicka hmota pfechodnou sloZkou piidy, trvajici par hodin aZ n¢kolik stovek
let [1]. Z tohoto plyne, Ze organicky podil je tvofen, jak organickou hmotou v rizném

stupni rozkladu, tak i zivymi organismy [3].

Obsah organického podilu je rizny Vv zavislosti na typu pudy; vV chudych pisc¢itych a
zemé&délskych pudach je to 1 % organické hmoty a v raselinnych ptidach je to az 80 % [3].
Organicka hmota se s mineralnimi ¢asticemi vaze do granuli, které jsou z velké ¢asti zod-

povédné za produktivitu pud a zvySuji mnozstvi vody, kterou ptida mize udrzet [1].
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Organickd hmota, vcetn¢ rostlinnych a Zivoc¢isnych zbytkl, je hlavnim zdrojem
energie pro pudni organismy. Bez ni by se téméf zastavila biochemicka aktivita. Je také
zdrojem fosforu, siry a primarnim zdrojem dusiku, to jsou tii prvky nezbytné pro rist rost-
lin [1].

1.3.1.3 Piuidni humus

Pudni humus je ptirodni produkt ptidniho prostiedi. Vznika v procesu huminifikace ja-
ko tézko odbouratelny zbytek po biodegradaci rostlinnych zbytki pomoci hub a bakterii
[10].

Kdyz je organicky zbytek zaclenén do piidy a je ptiznivy ekologicky stav, piidni orga-
nismy jej za¢nou vyuzivat jako zdroj uhliku a energie. Rostlinné a zivoc¢isné polymery,
vcetné polysacharidd, ligninu a bilkovin jsou nejprve degradovany na mensi organické
molekuly. Ty jsou vyuzivany organismy pro syntézu bunécnych latek nebo jinych metabo-
lickych produktti, jsou dale degradovany na jednoduché anorganické latky, jako CO,, H,O
a NH; nebo podstupuji enzymatické a chemické reakce za vzniku novych polymert. N¢-
které z téchto latek jsou relativné rezistentni k rozkladu a piedstavuji vyznamny podil pud-

niho humusu [11].

Pidni humus je smés mnoha organickych slouc¢enin, nicméné, huminové kyseliny a po-
lysacharidy tvoii 90 % nebo i vice. Piidni humus ma obvykle ¢erné nebo hnédé zabarveni.
Je schopen zadrZzovat vodu a ziviny. Malé mnoZstvi humusu vyrazné zvysuje schopnost

podporovat rust rostlin [1].

1.3.2 Vodav pudé

Voda v pud¢ zaplnuje volné prostory mezi pevnymi Casticemi tzv. pory, které maji
rizny tvar i velikost. Je velmi dileZitou sloZzkou pudy, jelikoZ v ni probihaji riizné reakce,
na jejim mnozZstvi zavisi transport rozpusténych latek, pH prostiedi, kvalita plidniho vzdu-
chu v poérech. V pudé je vdzand riznymi silami, jejichz velikost zavisi na velikosti port
a ¢astic. Cim niz§i velikost port, tim vyssi sila [3].

Voda v piadé je oznaCovana jako piidni roztok. Ten obsahuje malé, ale vyznamné
mnozstvi rozpusténych anorganickych a organickych slou€enin, z nichz nékteré obsahuji
prvky, které jsou nezbytné pro rist rostlin (C, N, P). Dalsi vlastnosti ptidniho roztoku je
jeho pH, ¢ili kyselost nebo zasaditost. Mnoho chemickych a biologickych reakcei je zavis-
lych na aktivité vodikovych kationtd (H') a hydroxylovych aniontd (OH) v padé. Tyto
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hodnoty ovliviiuji rozpustnost a tim i dostupnost nékterych prvki, s vy$sim pH klesa do-

stupnost manganu, zeleza a fosforu, s niz§im pH roste toxicita hliniku [1], [3].

Optimalni vlhkost je dtlezita jak pro rist rostlin, tak i pro rozvoj a rtist mikroorganis-
mu. Nejsnadnéji je voda dostupna po dlouhotrvajicim desti, do spodnich vrstev odtéka vo-
da z velkych poért a v pudé zistava vazana kapilarné v mensich porech. Jako optimalni
vlhkost se oznacuje vlhkost, kdy je zaplnéno 50 — 80 % kapilarnich poru, tehdy je voda
stale dostupnad. Bodem vadnuti fikdme, ze voda jiz neni dostupnd, v pudé je vazana velmi
pevné. Z ¢ehoz vyplyva, ze pevnost vazby zavisi na zrnitosti ptidy, porech a obsahu orga-

nické hmoty [3].

1.3.3 Vzduch v pidé

Pidni vzduch stejné€ jako okolni atmosféra se sklada z N,, O, a CO,. Diky omezenému
pohybu a diftizi neni sloZeni konstantni jako ve volném prostoru [3]. Nicméné, pudni
vzduch se od atmosférického v n¢kolika ohledech lisi. Za prvé, slozeni pidniho vzduchu je
pomérné dynamické a vyrazné se lisi od mista k mistu v dané pad¢. V mistnich kapsach
jsou n€které plyny spotiebovavany koteny rostlin a mikrobialni reakci, zatimco jiné jsou
uvolnény, ¢imz se vyznamné méni sloZeni pudniho vzduchu. Za druhé, ptidni vzduch ma
obvykle vyssi vlhkost nez atmosféra. Za tfeti, koncentrace oxidu uhli¢itého v pidnim
vzduchu je Casto nékolik set krat vyssi ve srovnani s koncentraci CO; bézné se vyskytujici
v atmosféie [1]. Koncentrace kysliku muze poklesnout pod 18 obj. %, v extrémnich piipa-
dech miiZze dosahovat az nulovych hodnot, v tomto pfipad¢ koncentrace CO; nariistd na
10 obj. % z 1-2 obj. %, coz mize mit za nasledek akumulaci tékavych organickych latek,

methanu nebo sulfanu [3].

Obsah a slozeni ptidniho vzduchu jsou uréeny pievazné obsahem vody v ptidé, jelikoz

vzduch zabira ty piidni pory, které nejsou naplnény vodou.

V malych poérech je vazana predevsim kapilarni voda, obsah vzduchu je nizky, rych-
lost diftize vzduchu dovniti a ven z piidy se s atmosférou ustaluje pomalu. Vysledkem je
vysoka hladina oxidu uhli¢itého a nizkd hladina kysliku, coZ jsou neuspokojivé podminky
pro optimdlni rist rostlin a pro nékteré pidni mikroorganismy. Tento ptiklad ilustruje

vztah mezi fyzikalnimi vlastnostmi pudy a slozeni pidniho vzduchu [1].
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1.4 Vliv ¢lovéka na pudu

Clovék pudu ovliviluje zejména svou zeméde€lskou Cinnosti, ke které potiebuje pidu
ziskanou vykéacenim lest, tim dochazi k pudni erozi. Dale pro tuto ¢innost vyuziva hnojiva

a pesticidy, kterymi ovliviiuje vlastnosti pidy a Zivot v ni [8].

1.4.1 Pudnieroze

Jedna se o pfirozeny proces, pii kterém dochdzi k transportu ¢astic za pomoci dvou
Cinitelt, kterymi jsou voda a vitr. K odnosu ptdnich ¢astic mize dochazet za pomoci des-
tovych kapek, které dopadem Céstici obali a odnesou. Pii pfivalovych destich dochazi ke
splachu, v téchto pfipadech mluvime o vodni erozi. Na pidni ¢astice mize také puisobit
vitr, ktery proudi na povrchu a mize odnaSet sypké Castice, tento jev oznacujeme jako ve-

trnou erozi [12].

Tento proces probiha v malé mife, ale pokud je oblast intenzivné vyuzivana ¢loveé-
kem, tak se eroze zrychluje a pak dochazi ke ztrat¢ humusu, snizeni mocnosti ornice,
ovlivnéni mikrobidlniho zivota v pidé€, coz zpiisobuje snizeni kvality ptidy a tim snizeni
vynosu zem&dé€lskych plodin [13]. Dal$im nepfiznivym tcinkem eroze pidy je zaneseni
vodnich tokil a nadrzi, znecisténi ovzdusi a ma to také nepftiznivy vliv na kli¢ici rostli-

ny [12].

1.4.2 Hnojiva

Jsou pfiddvéana piedev§im ve form¢ kombinovanych mineralnich hnojiv jako zdroj
Zivin pro rostliny, tim by méla byt arodnost pidy zvySena. Kombinované mineralni hnoji-
vo je ptipravek, v némz jsou slouceniny prvki dusiku, fosforu a drasliku v urcitém pome-
ru [10]. Dale jako hnojivo mohou byt vyuzity kaly z ¢istiren odpadnich vod [13] nebo od-
pady z Zivo&i§né vyroby, napf. chlévskd mrva [10]. Radime je mezi organicka hnojiva,
kterda musi byt biodegradovana na jednoduché anorganické latky [10]. Obsahuji velké

mnozstvi biogennich prvku (dusik, fosfor), stopové prvky, ale i toxické latky [13].

Pii nadmérmém hnojeni a tedy nadbytecném dodavani zivin rostlindm nejsou tyto
latky rostlinami zcela vyuzivany, ale jsou ukladany do pidy. Pti zavlaze ptudy se hnojiva
dostavaji do podzemnich vod a pii vysoké vodni erozi i do povrchovych vod, kde slouce-

niny fosforu spolu se slou¢eninami dusiku zptisobuji eutrofizaci vod [13].
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1.4.3 Pesticidy

Pesticidy jsou chemické latky slouzici k hubeni plevelt a k ochrané rostlin pred
Skuadci [6]. Aplikuji se pfimo na rostlinu nad povrchem putdy a i piesto se velka ¢ast che-
mické latky dostava do pudy. Odtud se mohou chemikalie odpafovat do atmosféry bez
chemické premény, mohou podstoupit chemické premény jak na povrchu, tak uvnitf piidy,
adsorbovat se na jilovitych ¢asticich a humusu [1], ¢imZ se ohrozuji biologické pochody
Vv padé [13].

1.5 Pudni organismy

Mezi pudni organismy patii rostliny i zivo¢ichové, kteti jsou zodpovédni za degrada-
ci a syntézu organického materidlu v padé. VEtsi cast pidnich organisml patii k flofe.
Ptesto roli dalSich organismii nesmime opomijet, a to zejména ve stadiich rozkladu orga-
nické hmoty. VétSina pliidnich organismi je tak mald, Ze mohou byt vidét pouze pomoci
mikroskopu, fikame jim mikroorganismy. Aktivita nékterych vétsich organismu, jako jsou

hlodavci, mravenci, zizaly, ma vyznamny vliv na fyzikalni vlastnosti pady [1].

1.5.1 Pudni mikroorganismy

Velka c¢ast mikroorganismil tvoii v pid¢ zZivou biomasu a diky jejich pfitomnosti
probihaji v pud¢é vSechny dilezité biochemické procesy [2]. Celkova biomasa mikroorga-
nismi v pidé je definovana jako Zijici ¢ast organické hmoty, jako organismy mensi nez
10 pmS. Mikrobialni biomasa je povazovana za dobry indikator zmén vlastnosti pad. Je
méfitkem kvantity organismi a jeji pokles mtize signalizovat neptiznivé zmény padni or-
ganické hmoty [14]. Aktivita mikroorganismi v ptdé¢ je ovlivnéna zménou vnéjsich pod-

minek jako jsou zmény teploty a vihkosti [6].

Vyssi vyskyt mikroorganismit miizeme pozorovat v blizkosti kofent rostlin, kde je
zvySeny obsah uhlikatych latek. Tento obsah se navysuje diky kofenim rostlin, které spo-

tiebovavaji ziviny a kyslik a vyluéuji CO; a dalsi anorganické a organické slouceniny [3].

Zdrojem uhliku a energie pro heterotrofni mikroorganismy je rostlinny opad, z né-
hoz ziskavaji 1 biogenni prvky. Pokud je biogennich prvka dostatek, tak je vylucuji v anor-
ganické formée do ptiidniho roztoku, odtud si je mohou brat rostliny pro své potieby. Z toho-
to popisu nam musi byt jasné, Zze mikroorganismy jsou dilezité z hlediska kolob¢hu dulezi-

tych biogennich prvki, zejména C, N a P [2].
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2 KOLOBEH ZIVIN V PUDE

Rostliny piijimaji ziviny ve form¢ anorganickych ionti, které zabudovavaji do bioma-
sy, ktera je zdrojem potravy pro heterotrofni organismy. Mezi tyto ziviny fadime uz n¢ko-
likrat zminovany uhlik, dusik, siru a fosfor. Uhlik, dusik a sira mohou do svych cykli
vstupovat ve své plynné formé z atmosféry. Po smrti organismt musi byt ziviny z organic-
ké hmoty néjakym zplisobem opét uvolnény a zpiistupnény pro rostliny, k tomu slouzi

mineralizace, coz je pfeména organické hmoty na anorganickou [3].

2.1.1 Kolobéh uhliku

Organicka hmota se rozklada na oxid uhlicity, ktery je jednim z bezprostifednich roz-
kladnych produktt. Je to znamka toho, Ze uhlik je spole¢nym meziproduktem a je zapojen

ve vSech Zivotnich procesech [1].

Heterotrofni organismy nejdiive rozkladaji snadno rozlozitelnou organickou hmotu.
Potom se rozklad zpomali a rozkladaji se hiife rozlozitelné latky jako je celulosa, hemice-
lulosa, lignin a fenolické latky. Produkty téchto reakei, se z ¢asti ukladaji do mikrobialnich
tél a také vznikaji dalsi metabolity, které se mohou dale rozkladat nebo naopak, z nich ma-
ze vznikat stabilni organicka hmota slozena z aromatickych latek a alifatickych uhlovodiki

s dlouhym fetézcem [3].
Rozklad organické hmoty mize probihat dvéma zplsoby:

a) Aerobné, to je za ptitomnosti kysliku. Organickd hmota se pomoci mikroorganismu
rozklada na oxid uhli¢ity a vodu [3].

b) Anaerobne, coz je pti nedostatku kysliku a nedojde k iplné mineralizaci [3].

Prubéh cyklu uhliku je zakreslen na nasledujicim obrazku /viz Obr. 1/. Zde mlizeme
vidét, Ze rostliny piijimaji CO, z atmosféry a za vyuziti slunecni energie tvoii organické
produktli, odpady a zbytky vraci do ptidy. Makro a mikroorganismy stravi tyto organické
materialy, uvolfuji ziviny pro rostliny a jsou uvolnovany CO, a humus jako relativné sta-
bilni produkty. Celkovy CO, se uvoliiuje do atmosféry, kde je opét k dispozici pro rostliny
a naslednou fotosyntézu. Tento cyklus ukazuje, ze uhlik je Gstifednim bodem energetickych

transformaci [1].
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Oxid whli¢ity v atmosfére

- Dfevo a fosilni

Rozkladagi

mikroorganizmy a dalgi)

Obr. 1: Kolobgh uhliku [15]

Vétsina rozkladnych procest organické hmoty probihd diky pfitomnosti mikroor-
ganismil, které potfebuji pro svou funkci pfisun Zivin, zejména N z anorganickych latek
v pudé, C a energii. Je tedy ziejmé, ze kolobeh uhliku je propojen s kolob&hy ostatnich

zivin, proto jej nemuzeme sledovat oddélené [3].

2.1.2 Kolobéh dusiku

Dulezitym vyznamnym kolob&hem je kolobé&h dusiku /viz Obr. 2/. V pudé dochazi
k jeho riznym pfeménam na rtuzné ionty a s témito zménami dochazi i ke zméné pH pud-
niho prostiedi, ¢imz mize byt ovlivnén cyklus ostatnich prvku. Stejné jako CO, v cyklu
uhliku i dusik vstupuje do plidy z atmosféry, ale také s rostlinnymi a ZivocisSnymi zbytky
a produkty [3].
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Obr. 2: Kolob¢h dusiku [16]

Souhrnné lze fici, Ze v pud¢ probihaji tfi typy procest piemén dusiku /viz Obr. 3/:
mineralizace, imobilizace a oxidace nebo redukce. V procesu mineralizace dochazi k pie-
vodu organického dusiku na anorganicky dusik za ucasti pidnich organismd a enzymi.
Amoniak uvolnény mineralizaci vstupuje do rlznych procesu, nejvice vSak jako hlavni
zdroj do nitrifikace. Nitrifikace je oxida¢ni proces, kdy amonny dusik je postupné oxido-
van prevazné autotrofnimi mikroorganismy ptes dusitany az na dusi¢nany. Tento proces je
v mnoha piidach klicovym procesem, nebot” transformuje relativné nepohyblivou amonnou
formu na velmi pohyblivou dusi¢nanovou formu dusiku. Redukénim procesem je pak deni-
trifikace, pii které jsou dusi¢nany za ptitomnosti organickych latek redukovany pies oxidy

dusiku az na elementarni dusik [17].

Proces imobilizace pfispiva k ochrané pfed migraci dusiku z piidy. Z fixovaného
dusiku je vyznamnéjsi imobilizace biologicka, pfi niZ mineralni dusik vstupuje do biomasy
rostlin a pidnich mikroorganismi. VSechny procesy probihaji v ptidé soucasné a vzajemné

na sob¢ zavisi. To jestli prevazi v pid¢ mineralizace nebo naopak imobilizace zavisi na
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zasobeni pudy dusikem, na poméru C:N v rostlinné biomase a podminkach prostiedi[1],

[3].

mineralizace oxidace nebo redukce

H - - r ' - r #
organicky N = > minerdlniN = minerélni N

imobilizace  (NH,, NO3) (NOs", NH4")

Obr. 3: Procesy premén dusiku [3]

Pidni mikroorganismy jsou schopny vyuzivat organicky i anorganicky dusik, jejich
koncové produkty metabolismu mohou byt ve form¢ amoniaku i nitratd. Umi vylucovat

vvvvvv

Jsou také ptizplisobeny piijmu molekularniho dusiku, dusiku ve formé& aminokyselin a nit-

rata [3].
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3 METODY STANOVENI PUDNI MIKROBIALNI BIOMASY

Jak jiz bylo uvedeno vyse, mikrobidlni biomasa muze byt definovana jako ¢ast orga-
nické hmoty v pid¢, kterd je tvofena zivymi mikroorganismy <10 pmg. Celkova biomasa
je méfitkem kvantity mikroorganismti. Ptidni mikroorganismy jsou vhodnym indikatorem
pudni kvality a to diky jejich mnozstvi, vSudypiitomnosti a dilezité roli v potravnich fetéz-
cich a cyklech Zivin. Metod, kterymi lze sledovat biologické pochody v pudé, je vyuzivana
V dnesni dob¢ cela fada. Nekteré jsou zaloZeny na barveni a pocitani mikrobidlnich bunék,
jiné zase na fyziologickych parametrech jako je ATP, enzymové aktivity, respirace a vydej
tepla. Pro svou pomérné malou technickou i ¢asovou naro¢nost je mozné aplikovat také
extrakéni techniky. Stanoveni vétSinou spociva ve vyc€isleni komponenty mikrobialni bio-
masy, nejcastéji uhliku. Nicménég, v extraktu ziskaném z pidniho prostiedi po usmrceni
a lyzi mikrobialnich buné€k je mozno kvantitativné stanovit vedle organického uhliku také

celkovy dusik, fosfor anebo dalsi latky [18].

3.1 Meéreni pidniho ATP

Adenosintrifosfat (ATP) je vyznamnou energetickou slou¢eninou v metabolismu
vSech zZivych organismu. Tato latka je pfitomna v zivych organizmech, nikoliv v orga-
nizmech mrtvych nebo v nezivé hmoté¢, a pravé proto je mozné ji vyuzit pro stanoveni ak-
tivity mikroorganizmi [18]. ATP muze byt extrahovan z bun¢k a jeho obsah se stanovi
systémem luciferin-luciferasa /viz Obr. 4/. Obsah ATP v pidé¢, uzce souvisi s ostatnimi
indexy biomasy, napt. s C, N a muze slouzit jako nezavisly odhad obsahu pidni bioma-

sy [19].

Stanoveni muZe byt ovlivnéno celou fadou problémi, mezi které patii: nedostatecna
ucinnost extrakce, ptitomnost ATPas ve vzorcich plid nebo sorbce ATP na koloidni ¢astice

pudy [19].
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HO s N._ .COOH
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\E:EN}_QJ/ + PRI+ AMP + (O,

Oxyluciferin

Obr. 4: Reakeni systém luciferin — luciferasa [20]

3.2 Pidni respirace

Respira¢ni aktivita je nejCastéji pouzivanym meéftitkem aktivity pidni mikroflory.
Udavéa mineralizacni aktivitu pudy at’ jiz bez ptidavku substratu (bazalni respirace) ¢i
s ptidavkem substratu (substratem indukovand respirace). Pidni respirace tedy probiha
vlivem mikrobialni aktivity, kdy se spotfebovava kyslik (O) a uvoliiuje se oxid uhli¢ity

(COy), jedna se tedy o vyménu plynu [18].

Za normalnich podminek existuje ekologicka rovnovaha mezi pidnimi organizmy
a jejich aktivitou. Jedna se o tzv. bazalni respiraci pudy. Pokud dojde k poruseni rovno-
vahy (napft. pridavkem degradovatelné organické slouceniny) pocet mikroorganismui naros-
te, tim 1 jejich aktivita a dojde 1 ke zméné piidni respirace. Pidni respirace mtize byt ukaza-

tel ptidni mikrobialni biomasy, rozkladu latek a kontaminanti v pudé [18].

Zpisobil stanoveni je vice, je mozno zachytavat CO; V roztoku hydroxidu sodného
s naslednou titraci a kolorimetrickym a respirometrickym méfenim O, kdy tato metoda
neni tolik pfesna a je ¢asov€é naro¢na. Poloautomatizované techniky vyuzivaji plynovou

chromatografii nebo infracervenou plynovou analyzu [21].

3.3 Barveni a poc¢itani mikrobialnich bunék

Jelikoz vétSina bun€k a jejich vnitinich struktur je prihlednych a bezbarvych, tudiz
neabsorbuji Zadné svétlo ve viditelné oblasti svétla (VIS) a jsou prakticky nepozorovatelné,
je nutné tyto buniky obarvit. Barveni se provadi bud’ pomoci vodnych roztokli organickych
barviv, kdy se Casto jedna o soli (barviva je mozno pak podle pfitomnosti iontd délit na
bazicka a kysela — u bazickych je barevnou slozkou kationt a u kyselych aniont) [23], nebo

pomoci fluorescencnich barviv (fluorochromy) [22], [23]. Pro celkové stanoveni mikrobi-
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alnich bunék 1 pfi sledovani urcité skupiny mikroorganismtii se Casto vyuziva pravé flu-
orescencniho mikroskopu, ktery je vybaven intenzivnim svételnym zdrojem. Fluorescence
nastava po absorpci zatfeni urcitych vilnovych délek (250 az 750 nm) atomy ¢i molekulami

s naslednou emisi zafeni o jiné vinové délce [22].

3.4 Enzymova aktivita

Aktivita padnich enzymii miize byt ovlivnéna zménami podminek v pad¢, jako je
zmeéna teploty, kdy se zvysujici se teplotou roste rychlost enzymatické reakce. Jelikoz en-
zymy pro svou funkci potiebuji optimalni pH, vétSinou je to neutralni ¢i mirné kyselé pH,
tak 1 touto zménou miizeme aktivitu ovlivnit. Dale aktivitu enzymu ovliviiuji ptidni reakce,

obsah Zivin a organické hmoty, vlhkost, vegetace, zpracovani a hnojeni [24].

3.4.1 Aktivita dehydrogenas

Dehydrogenasy jsou enzymy patiici do tfidy oxidoreduktas, které katalyzuji redox-
ni reakce — prenaseji vodik nebo kyslik, nebo pouze elektrony z jedné latky na druhou.
Jsou soucasti enzymatického systému mikroorganismil a v ptid¢ se podili na oxidaci orga-
nickych latek [14], [24]. Vysledek testu dehydrogenasové aktivity signalizuje metabolic-

kou aktivitu pidnich organismda.

Metodika stanoveni spoc¢iva v inkubaci vzorkli zeminy (po ptidavku CaCOg)
s 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridem po dobu 24 hodin pti laboratorni teploté [14], [25].

Po extrakci vznika trifenyl forman, ktery je stanovovan spektrofotometricky [14], [24].

3.4.2 Aktivita arylsulfatasy

Na kolob¢hu siry v piid¢ se podileji enzymy sulfatasy. Tyto enzymy jsou mikrobni-
ho piivodu a jejich ¢innosti je mineralizace sloucenin, které obsahuji siru a také hydrolyzuji
organické sirany. Nejznaméjsi a nejsledovanéjsi sulfatasou je arylsulfatasa, jejiz aktivitou
je z 1,4-nitrofenylsulfatu draselného uvolnovan nitrofenol, ktery je po extrakci a pfidavku
NaOH stanoven fotometricky pii vinové délce 420 nm [14].

3.4.3 Aktivitaureasy

Ureasa je stabilni pudni enzym, ktery je pouzivan pti hodnoceni trodnosti pudy.
Jedna se o enzym podilejici se na hydrolyze mocoviny za vzniku NH3 a CO,. Timto zpt-

sobem se zpfistupniuje dusik do ptidniho prostiedi a je zafazen do kolob&hu dusiku [14].
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Po ptidavku mocoviny ke vzorkiim vlhké pidy je ke vzniklému amonnému iontu
pfidan salicylan sodny s nitroprusidem sodnym v alkalickém prostiedi. Vznikly produkt je

vhodny k fotometrickému stanoveni pii vinové délce 660 nm [14], [24].

3.4.4 Aktivita invertas

V kolobéhu uhliku se uplatituje enzym invertasa. Ten se stanovuje jako mnozstvi
glukosy vzniklé hydrolyzou dodané sacharosy ptsobenim daného enzymu béhem inkuba-

ce [14].

3.4.5 Aktivita celulasy

Celulasa je komplex enzymd, ktery produkuji jen nékteré mikroorganismy. Slouzi
ke Sté€peni celulosy na zakladni glukosové jednotky. Metoda stanoveni aktivity celulasy je
zaloZzena na vahovém ubytku celulosy (filtraéniho papiru) po inkubaci v ptidnich vzor-
cich [14].

3.5 Fumigace extrakce

Fumigacné extrakéni metody se vyuziva ke stanoveni celkové biomasy mikroorga-
nismd v pudé. Vyhodou metody je stanoveni pifimo ve vzorku bez nutnosti separace mi-
kroorganismil. Fumigaci, u¢inkem par chloroformu po dobu 24 h, se nejprve lyzuji bunky
mikroorganismil a uvolituje se Cerstvd organickd hmota. Rizné komponenty (nejcastéji
uhlik) mikrobidlni biomasy jsou poté extrahovany z fumigovanych i nefumigovanych

vzorkl a rozdil mezi nimi se pfipisuje pravé dané komponenté mikrobialni biomasy [19].

Fumigace pudy chloroformem (CHCIs) a néasledna extrakce riznymi roztoky soli se
pouziva ke stanoveni celkového organického uhliku, celkového dusiku, anorganického
i organického dusiku, ninhydrin-reaktivniho dusiku, celkové siry, fosfatti nebo celkového
fosforu ptidni mikrobialni biomasy [26]. Tato metoda byla poprvé pouzita ke stanoveni
S mikrobialni biomasy V roce 1981 (Saggar et al.). Rok poté bylo metody vyuzito pro sta-
noveni P (Brookes et al., 1982) a poté nasledovalo stanoveni N biomasy (Brookes et al.,
1985). I kdyz je v dnesni dob¢ stanoveni celkového C mikrobialni biomasy obecné pova-
Zzovano za nejspolehlivéjsi a nejCasteji pouzivanou metodu pro stanoveni zmén vlastnosti

pud, tak fumigac¢né extrakéni metody pro stanoveni C bylo pouzito az v roce 1987 (Vance
etal.) [19].
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Biomasa je mnohem citlivéjsi indikator na zmény pudnich podminek, nez je napfi-
klad celkovy obsah ptuidnich organickych latek. Biomasa mtize slouzit jako ,,Casné varova-
ni* téchto zmén dlouho pfed tim nez jsou zjistitelné jinymi zplisoby. Méfeni biomasy je
uzitetné ve studiich ochrany pady. Méfeni biomasy pidnich mikroorganismii pomoci
fumigacné extrakéni metody byly pouzity pro odhad environmentalnich dopadu pesticida

a antibiotik [26].

Po chloroformové fumigaci pudy dojde k uvolnéni organickych a anorganickych slo-
zek pochazejicich z bunék pudnich mikroorganismi. Membrany zivych pudnich mikroor-
ganismu se ¢astecné rozkladaji pomoci fumigace chloroformem. Po 24 hodinach inkubace
(vystaveni param chloroformu) je mozné dosahnout lyze bunék a uvolnéni cytoplazmy do
prostfedi. Nasledné poté mize byt velkd cast slozek mikrobidlni biomasy extrahovana.
Organicky C, celkovy N, NH4-N a ninhydrin-reaktivni N lze stanovit v extraktu K;SO,.
Organicky uhlik a celkovou siru Ize stanovit po extrakci 0,01M CaCl; a fosfat nebo celko-
vy fosfor po extrakci NaHCO; [26].

3.6 Stanoveni C

Biomasa je pro pidu definovéana jako Zijici ¢ast organické hmoty a jeji kvantitu je
mozné stanovit jako obsah extrahovatelného uhliku obsaZené¢ho v builkach (cp). Béhem
fumigace jsou bunky lyzovany chloroformem a c, se uvolni do pidni matrice, odkud je
extrahovan nejéast&ji 0,5mol.1™" K,SO4. Obsah ¢y se stanovi z rozdilu mezi fumigovanymi
a nefumigovanymi vzorky. Ke stanoveni koncentrace organického uhliku biomasy miize
byt vyuZita celd fada metod, at’ uZ instrumentalnich nebo analytickych. Mezi ty nejcastéji
pouzivané metody pro stanoveni uhliku pidni biomasy patii dichromanova oxidace nebo
oxidace peroxodisiranem [26]; je mozné také vyuzit metod spektrofotometrickych

v infracervené oblasti spektra, napf. analyzatora uhliku [27].

3.6.1 Dichromanova metoda

Stanoveni uhliku biomasy dichromanovou metodou je zaloZeno na oxidaci organic-
ké hmoty, pfitomné v extraktu fumigované a nefumigované ptdy, v pfitomnosti silné kyse-
liny a dichromanu draselného. Mnozstvi nezreagované¢ho dichromanu je stanoveno zpétnou

titraci (NHy)2Fe(SO4,),. Nasledné je dopocitano mnozstvi zoxidovaného C [26].
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3.6.2 UV-persiranova metoda

Po odstranéni anorganického C okyselenim je organicky C v pudnich extraktech
oxidovan pomoci UV zéfeni pfi vinové délce 210-260 nm v pfitomnosti K,S,0g na CO,.

Mnozstvi vzniklého CO, je mé&feno pomoci infrac¢erveného absorpéniho detektoru [26].

3.6.3 Vysokoteplotni oxidace

Snadno rozlozitelné materialy, jako je ¢ast ptidni mikrobidlni biomasy extrahované
po fumigaci chloroformem, jsou kompletn¢ oxidovany pii 850°C v pfitomnosti platinové-
ho katalyzatoru. Vznikly CO- je nasledn¢ veden do detektoru, pracujiciho v infracervené

oblasti spektra [26].

Vyhodou fady novych automatickych analyzator pracujicich na tomto principu je
to, ze je mozné pracovat s malymi objemy vzorku extrakti obsahujicich velké mnozstvi
soli [26].

3.7 Stanoveni N

Po chloroformové fumigaci pidnich vzorki a nésledné extrakci O,Smol.l'1 K2SOqy, je
mozné v extraktu stanovit vedle celkového organického uhliku (TOC) i celkovy dusik (to-
tal N, TN), ale také nizké koncentrace ninhydrin reaktivniho dusiku nebo amonného dusiku
(NHz-N) [26].

3.7.1 Ninhydrin-reaktivnidusik

Koncentrace ninhydrin reaktivnich sloucenin uvolnénych z mikrobidlni biomasy
v pribéhu fumigace chloroformem a nasledné extrakce 0,5mol.I™" K;SO,4 uzce koreluje
S pocate¢nim obsahem ptidni mikrobialni biomasy C a N [26].

Sloudeniny obsahujici ve své molekule a-amino dusik, NH,;" nebo volnou a-amino
skupinu (jako aminokyseliny, peptidy, proteiny) reaguji s ninhydrinem za vzniku purpuro-

vé zbarveného komplexu vhodného pro fotometrické stanoveni pii vinové délce 570 nm
[26].

3.7.2  Celkovy dusik

Organicky vazany dusik lze stanovit nékolika zpusoby. Uplatnéni nachazeji opét

metody analytické i instrumentalni. Metody instrumentalni jsou metody novéjsi, vyuzivaji
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modernich automatickych analyzatort a zpravidla jsou zalozené na ziskavani oxidu dusna-

tého a chemiluminiscen¢ni detekci [28].

Na druhou stranu je mozno vyuzit i metod analytickych, mezi néZ je fazena i prak-
ticky stale pouzivana metoda dle Kjeldahla. I kdyZ je to metoda, kterda ma fadu omezeni,
neni univerzalni, je to metoda stara n¢kolik desitek let, byla mnohokrate modifikovana, tak

ji 1ze pouzit zejména pro vodné vzorky [28], jimiz v nasi praci ziskané extrakty jsou.

3.7.3 Mineralizace dle Kjeldahla

Organicka latka je oxidovana v prostiedi koncentrované kyseliny sirové a dusik v ni
obsazeny je preveden na amonny ion. Cilem je tedy transformace organického dusiku na
dusik ve formé amonného iontu pomoci mokré metody Vv koncentrované kyseling sirové

Vv ptitomnosti katalyzatoru [28].

Amonny ion je mozno piimo stanovit v mineralizatu coulometrickou titraci nebo je
mozno po upravé pH do siln¢ alkalické oblasti méfit nedisociovany amoniak pomoci ply-
nomérné iontove selektivni elektrody (ISE). Pokud je mineralizat zalkalizovan a je vydesti-
lovan amoniak, je poté mozno stanovit amonné ionty volumetricky (acidimetrickou titraci)

nebo reakci s Nesslerovym ¢inidlem [28].

Amonny iont je timto zpusobem uvolnén z amind, peptidi a aminokyselin
v 0,5mol.I"" K,S0, pidnich extrakti fumigovanych a nefumigovanych piidnich vzorka.
V silné kyselém prostiedi a v ptitomnosti KCr(SOy),, praskového Zn a CuSO, jsou dusic-

nany dodate¢né redukovany na amonny ion [26].

3.7.3.1 Coulometrické stanoveni NH," s biamperometrickou indikaci

Coulometrické stanoveni je zaloZzeno na méfeni naboje, ktery je nutny k Gplné che-
mické pfeméné stanovované latky. Coulometrickd analyza se mize uskutecniovat za kon-
stantniho potencidlu pracovni elektrody nebo za konstantniho proudu, a pak mluvime
0 coulometrické titraci. Podle Faradayovych zdkonl je hmotnost m latky X vylou€ené na
elektrodé imérné elektrickému naboji Q, ktery prosel ¢lankem. Pak tedy plati:

M,Q Mt

/1/
N = 7F

kde: m, .. hmotnost latky vylouc¢ené na elektrode¢; [g],
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M, .. molarni hmotnost latky X; [g.mol™],

elektricky naboj prosly clankem; [C],

z pocet elektrontt vyménénych pfi elektrodové reakcei; [1],
F Faradayova konstanta; [C.mol™]; F = 96 484,56 C.mol?,
I elektricky proud prosly ¢lankem; [A],

t ¢as; [s] [29].

Stanoveni NH4", napf. v mineralizatu po Kjeldahlizaci, coulometrickou titraci je za-
loZzeno na reakci s bromnanem, ktery vznika v alkalickém prostiedi z bromnanu, coulome-

tricky vyrobeného z bromidu. Princip reakce je tedy nasledujici:

2Br —2e" — Br; 12/
Br, + 20H  — BrO™ + Br + H,0 13/
2NH; + 3BrO” — N, + 3Br + 3H,0 14/

DosaZeni bodu ekvivalence je indikovano biamperometricky nartistem indika¢niho
proudu, kdy nadbyte¢ny bromnan depolarizuje indika¢ni katodu. V okamziku, kdy indi-
kac¢ni proud dosdhne nastavené hodnoty, dojde k automatickému ukonceni coulometrické

titrace [28].

2BrO” + H,0 + 2e” — 2Br + 20H" 15/

Biamperometrie je zalozena na sledovani protékajiciho proudu pti konstantné vlo-
zeném potencialu na dv¢ polarizovatelné elektrody (zpravidla platinové). Velikost protéka-
jiciho proudu je zavisla na poméru koncentrace redukované a oxidované formy depolariza-
toru. Podminkou pro priichod proudu pfi biamperometrické titraci tedy je, aby byly

V roztoku obé formy redoxniho systému [28].

3.7.3.2 Elektrody s piidavnymi membranami — plynové elektrody

V plynovych elektrodach se pouzivaji pfidavné membrany, které jsou propustné

pouze pro plyny. Membranou je tenka vrstva elektrolytu, s nimz je v kontaktu pfislusna
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iontové selektivni elektroda (ISE). Membrana je nejcastéji zhotovena z tenkého silikono-
vého kaucuku nebo se pouzivd mikroporézni teflonovd membrana, prevlecend pres sklenc-
nou pH elektrodu. Mezi sklenénou a ptidavnou membranou je tenky film elektrolytu, ktery
je v kontaktu s objemnéjSim zasobnikem, do né¢hoz byva umisténa referentni elektroda.

Cely mérny ¢lanek je tak umistén v jednom elektrodovém télese [30].

Plynova NHjs elektroda (tzv. ¢pavkova plynova elektroda) Se pouziva predevsim
pro stanoveni amonnych iontti. Po mineralizaci vzorku podle Kjeldahla, kdy je dusik obsa-
zeny v organické latce preveden na amonny iont, je zkoumany roztok zalkalizovéan ptidav-

kem NaOH a membrana pak reaguje na uvolnény plynny amoniak [30].
Napéti tohoto mérného ¢lanku je dano vztahem:

E = konst + 0,05916 logpypy, 16/
kde pnws je parcialni tlak amoniaku v proméfovaném vzorku.

Koncentrace je pak tmérna mnozstvi amoniaku prodifundovaného skrz membra-
nu [30].

3.7.3.3 Acidimetricka titrace NH;"

Po zalkalizovani mineralizatu je vydestilovan amoniak, ktery je jiman v odmérném
roztoku 2% kyseliny borité a nasledné je titrovan odmérnym roztokem kyseliny chlorovo-
dikové [26] nebo kyseliny sirové [28], [31]. Jako indikator je mozno pouzit acidobazicky
indikator TASHIRO (smés methylenové Cervené a methylenové modfi); bod ekvivalence

je indikovan zménou barvy ze zelené az do Sedivo-fialové [31].

3.7.3.4 Nesslerova metoda

Tato metoda se pouZiva zejména pro stanoveni amoniakalniho dusiku ve vodach.
Ve splaskovych vodach mize byt obsazen v desitkach mg.l’l, Vv odpadnich vodéach ze ze-
m&dslstvi & pramyslu jeho koncentrace mize dosahovat hodnot v g.I"! [32], [33]. Nessle-
rovu metodu je moZno pouZit i pro stanoveni celkového dusiku v ptidé po vhodné uprave
vzorkd. Po extrakci pidy pomoci K»SO,, nasledné mineralizaci dle Kjeldahla, alkalizaci
mineralizatu a vydestilovani amoniaku mtize byt amoniak stanoven reakci s hydroxidem
alkalického kovu a Nesslerovym cinidlem, coZ je tetrajodortutnatan sodny nebo draselny.

Reakéni schéma je nésledujici:

2[Hgls]* + NH3z + 30H — [HgzN]I.H,0 + 71"+ 2H,0 171
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Vzniklou slouceninou je oxidimerkuriaminjodid, tedy sloucenina, ktera pii podminkach
stanoveni a pfi malych koncentracich amoniakalniho dusiku vytvéii zlutohnédé koloidni

roztoky a intenzitu zabarveni je tedy mozno méfit spektrofotometricky [32], [33], [34].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem predkladané bakalatské prace bylo stanovit mnozstvi celkového uhliku (TOC)
a celkového dusiku (TN) v padni mikrobialni biomase fumigacné extrak¢éni metodou. Tes-

tovany byly tfi druhy zeméd¢lskych pud.

Dalsim cilem bylo vyuzit stejnych postupti a metod pro stanoveni TOC a TN mikrobi-
alni biomasy v dodané smési (ptida + kompost), ve které byl v ramci jiné prace testovan
Anoxomer a bylo zndmo, ze tato smés ma nizsi hodnoty respirace oproti stejné smesi bez
Anoxomeru. Tudiz bylo mozné ocekavat jisté zmény z hlediska celkové biomasy mikroor-

ganismi a tento fakt potvrdit pravé stanovenim TOC a TN fumigacné extrakéni metodou.
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5 CHEMIKALIE, PRISTROJOVE VYBAVENI A LABORATORNI
POMUCKY

5.1 Chemikalie

Ca(OH), Hydroxid vapenaty; LACHEMA a.s., Brno, CR

NaOH Hydroxid sodny; PENTA, Chrudim, CR

KOH Hydroxid draselny; LACHEMA a.s., Brno, CR
CHCl,4 Chloroform; PENTA, Chrudim, CR

K,SO,4 Siran draselny; LACHEMA a.s., Brno, CR

5.2 Pristrojové vybaveni a laboratorni pomiicky

Laboratorni predvazky; Kern WEW 1500-2M, Némecko
Analytické vahy; Kern 770, Némecko

Elektricka susarna; UM 100Memmert, Némecko

Mrazak; Samsung Calex, CR

Membranové ¢erpadlo; VM 20 Q, CR

Tiepatka; Yellow"™ 2S 10 basic IKA, Némecko

Analyzator uhliku TOC-5000 A; Shimadzu Corporation, Japonsko
Analyzator dusiku Formacs™"; Skalar, Holandsko

Bézné laboratorni sklo (kalibrovano pii 20 °C) a vybaveni
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6 CHARAKTERISTIKA PUDNICH VZORKU

Vzorky tfi druht zemédé€lskych ptid pochdzejicich z okoli Brna (Bratice, Veverskeé
Kninice, Ivan), a také informace o ptadnim druhu téchto vzorkl, byly ziskany od
Ing. Jitiho Janddka, CSc., MZLU Brno.

Vzorky z lokality Luzice byly dodany Bc. Petrem Ondfiskem, ktery s témito vzorky
pracoval béhem své diplomové prace. Jednalo se o dvé smési tvoiené 2 dily zeminy
a 5 dily kompostu. Prvni smés slouzila jako standard (LuZices) a do druhé byl pfidan Ano-
xomer (Luzicean). U obou smési byla méfena respirace mikroorganismi v uzavieném respi-
rometru po dobu asi dvou mésicii. Tyto vzorky jsme se rozhodly testovat z toho dtiivodu, ze
smé&s obsahujici Anoxomer méla hodnoty respirace dvakrat nizsi, tudiz se predpokladala
velmi nizka aktivita mikroorganismi a tedy mozné vyznamné zmény pravé koncentrace

C a N biomasy v téchto vzorcich.

Vsechny vzorky byly prosety sitem o velikosti ok 2 mm, tak aby byly odstranény

kaminky a kofeny rostlin. Informace o vSech pudach jsou uvedeny nize /viz Tab. I/.

Tab. I: Stanoveni pidniho druhu a zrnitostni t¥idy

Lokalita Pidni druh Zrnitostni tiida

Bratcice Cernozem modalni Prachovita

Na sprasi® hlina®
Veverské Kninice Hnédozem modalni Prachovita jilovita

na sprasi® hlina®

Ivan Fluvizem modalni na Prachovita
nevapnitych aluvialnich hlina®

sedimentech?

Luzice Hnédozem” Prachovita

hlina”

& informace ziskany od Ing. Jitiho Janddka, CSc.

®_ informace ziskany od Bc. Petra OndfiSka
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7 METODY APOSTUPY

7.1 SuSina pady

Principem stanoveni suSiny u pudy je zahfat ji na takovou teplotu, pfi niz se voda
odparii. Z rozdilu hmotnosti pfed suSenim a po ném se vypocita obsah susiny ptidy v pro-

centech.

Do Petriho misek, které byly pfedem zvazeny, bylo navazeno 5 g pidy na analytic-
kych vahéch s presnosti = 0,0001 g. Takto ptipravené vzorky byly vysouseny V elektrické
susarn¢ do konstantni hmotnosti pfi 105 °C. Poté se Petriho misky se vzorky nechaly
zchladnout v exsikatoru na laboratorni teplotu a nasledné byly zvazeny. Ze ziskanych dat
byla vypoctena susina pady dle vztahu /8/. Stanoveni probihalo 3x vedle sebe pro jednotli-

vé druhy pad; vysledky byly poté zprimérovany.

M- Mg

SUS= e 100 8/
Kde: SUS ...  susina pady; [%],
My ... hmotnost misky s vysusenou pudou; [g],
my hmotnost misky s ¢erstvou pudou; [g],
my, ... hmotnost prazdné misky; [g].

7.2 Maximalni vodni kapacita pudy (WHC,.)

Maximalni vodni kapacita pudy (Maximum Water Holding Capacity, WHCnax) je
stav, kdy je ptida schopna v pfirozeném uloZeni udrzet v kapilarnich pdorech nejvétsi mnoz-
stvi vody. Principem stanoveni je nasyceni vzorku ptdy vodou a nasledna nenasilna ztrata
vody do ustaveni rovnovahy. Z rozdilu hmotnosti se pii znalosti obsahu suSiny spocita

WHCax. Vyjadiuje se v jednotkach objemu vody na gram suché zeminy.

Pro kazdou pidu byly nachystany tfi Erlenmeyerovy baiiky do nichZ byla vloZena
nalevka s filtratnim papirem. Do dvou z nich bylo navazeno 10 g piislusné pudy, ktera
byla prelita 100 ml destilované vody a zamichéana, aby se vytvofila homogenni smés. Poté

byly nalevky zakryty alobalem a nechaly se stat pti laboratorni teploté¢ do nasledujiciho
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dne. Nalevka se tietim filtracnim papirem slouzila jako kontrola. Filtra¢éni papir byl prelit
100 ml destilované vody, nalevka byla zakryta alobalem a stejn¢ jako v pfipadé vzorki
pudy se nechala stat pfi laboratorni teploté do nasledujiciho dne. Druhy den byly zvazeny
s presnosti + 0,0001 g filtra¢ni papiry s nasycenou pudou i kontrola. WHC.« se spocitalo
dle vztahu /9/.

WHC oy = Sug _N1oo . 191

Kde: WHC,,,... maximalni vodni kapacita; [ml-g™],

M,, ... hmotnost filtra¢niho papiru s nasycenou padou; [g],
M, .. hmotnost filtra¢niho papiru v kontrole; [g],

Sus ... obsah susiny; [%],

N navazka prirozen¢ vlhké pudy; [g].

Timto zplisobem bylo zjiSténo mnoZstvi vody, které je nutné ptidat k pude, aby jeji
WHC bylo 100 %. Podle literarnich zdroji [19], [35] a Ceské technické normy ISO 14240-
2:1997 je doporucovano pouzivat pro fumigacné extrakéni metodu ptdni vzorky s WHC
40-50 %. Aby bylo docileno toho, Ze budou mit vSechny nase vzorky pad stejné¢ WHC,
bylo potieba najit néjaké ,,optimalni“ WHC (X-WHC) a dopocitat mnozstvi vody, které je
potfebné na ptipadné dovlhéeni pidy. Byla zjisténa hodnota WHC 44 % a ptidavek desti-
lované vody potfebny na dovlh¢eni 1 g pfirozen¢ vlhké pidy na pozadované WHC byl

vypocitan podle vztahu /10/.

X Sus Sus
D= WHCpax " 7= - 2o — (1= 22) 1o/
Kde: D doplnéni destilované vody pii vlhéeni 1 g prirozené vlhké ptidy na

X % WHC; [ml],
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WHC,gy... maximalni vodni kapacita; [ml.g™],
X pozadované X-WHC (X = 44); [%],
Sus ... obsah susiny; [%].

7.3 Fumigac¢né extrak¢éni metoda

Jak jiz bylo zminéno diive, fumigacné extrak¢éni metoda je zaloZena na tom, Ze Se
nejprve fumigaci (a¢inkem par chloroformu po dobu 24 h) lyzuji buniky mikroorganismu
a uvolnuje se Cerstva organicka hmota. Organicky uhlik i celkovy dusik jsou poté extraho-
vany 0,5mol.I™" K,SO, z fumigovanych i nefumigovanych vzorkd a rozdil mezi nimi se

ptipisuje praveé uhliku a dusiku mikrobidlni masy.

7.3.1 Fumigace

Do Petriho misek bylo navazeno s ptesnosti £0,0001 g vzorku piirozené¢ vlhké pidy
0 hmotnosti susiny 25 g. Nasledn¢ bylo ke vzorku pidy piidano vypoétené mnozstvi desti-

lované vody, aby bylo dosaZeno pozadované vlhkosti (WHC 44 %).

Takto ptipravend pida byla vlozena do exsikatoru. Do prostoru exsikatoru byl také
umistén navlhéeny filtraéni papir; na dno exsikatoru pak Petriho miska se sorbentem
(sme&s Ca(OH),, H20, NaOH a KOH) pro piipadny zachyt vznikajicich toxickych plynd.
Dale byla do exsikatoru vlozena kadinka s 30 ml chloroformu a tfemi sklenénymi perlami.
Exsikator byl uzavien a pomoci membranové vyvévy evakuovan, tak dlouho nez se orosila
kadinka s chloroformem /viz Obr. 5/. Nasledné byl exsikator od vyvévy odpojen, a potom
byl inkubovan ve tmé pii pokojové teploté po dobu 24 h. Nasledujici den po vyjmuti vlh-
kého filtra¢niho papiru a kadinky s chloroformem z exsikatoru, prob&éhlo pomoci vyvévy

nékolikandsobné odsati zbylych par chloroformu.
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Obr. 5: Fumigaéni zatizeni [vlastni zdroj]

7.3.2 Extrakce

Vzorky, které byly fumigovany, byly kvantitativné ptevedeny do plastovych lahvi
spolu s 200 ml 0,5mol.I"* K,SO,. Byly podrobeny extrakei na horizontalni tiepacee po do-
bu 45 minut pfi 150 ot.min™. Po této dob& byla smés filtrovana pres skladany filtr

a ziskané extrakty byly uchovany p#i -25 °C.

Nefumigované vzorky byly zpracovany obdobné jako vzorky fumigované, ale s tim
rozdilem, Ze nebyly vystaveny pardm chloroformu. Opét bylo tedy navazeno s ptresnosti
+0,0001 g vzorku piirozené vlhké plidy o hmotnosti suSiny 25 g a nasledné byla doplnéna
voda na pozadovanou vlhkost. Vzorky byly kvantitativné pfevedeny do plastovych lahvi
spolu s 200 ml 0,5mol.I" K;S04, byly podrobeny extrakci, poté filtraci a ziskané extrakty
byly uchovany pti -25 °C az do vlastni analyzy.

7.4 Stanoveni celkového organického uhliku

K vlastnimu stanoveni byly pouzity vySe uvedené extrakty, které byly pfed analyzou
nejprve rozmrazeny pii pokojové teploté, nasledné byly homogenizovany, a poté filtrovany

do ptedem pfipravenych a fadné oznaenych zkumavek.
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Samotné stanoveni probihalo na analyzatoru uhliku Shimadzu TOC-5000A. Principem
stanoveni celkového uhliku (TC) byla oxidace veskerého uhliku obsazeného ve vzorku ve
spalovaci trubici s platinovym katalyzatorem pfti teploté¢ 680 °C. Vznikly CO; byl veden do
infragerveného (IC) detektoru. Signal vznikly absorpci zafeni piislusné vinové délky byl
zaznamenan ve form¢ pikd, kdy plocha piku byla pfimo imérna koncentraci TC ve vzorku.
Pfi stanoveni anorganického uhliku (IC) byl vzorek nastiiknut v proudu kysliku do nadob-
Ky s kyselinou fosfore¢nou, kde dochazelo k vytésnéni CO,. Opét zde byla jako koncovka
pouzita IC detekce. Celkovy organicky uhlik (TOC) byl nasledné ziskan odeétenim IC od
TC [36].

Jako blank byl pouzivan roztok K,SQO,, ktery se pouzival pii samotnych extrakcich.
Ptistroj je kalibrovan pomoci standardnich roztokti hydrogenftaldtu draselného (stanoveni
TC) a standardnich roztokii hydrogenuhli¢itanu sodného a uhli¢itanu sodného (stanoveni
IC). Jelikoz zatfizeni umoznuje ulozeni az 18 kalibra¢nich kiivek, nemusi se kalibrace pro-

vadeét pti kazdém méteni [36].
7.5 Stanoveni celkového dusiku

Celkovy dusik (TN) byl stanovovan ve stejnych extraktech jako celkovy organicky uh-
lik. Extrakty byly pfed analyzou opét prefiltrovany do pfipravenych zkumavek a podrobe-
ny analyze na analyzatoru Formacs" " (Skalar). Stanoveni celkového dusiku bylo zalozeno
na katalytickém spalovani a tepelném rozkladu dusikatych latek az na konec¢ny produkt

oxid dusnaty, ktery byl detekovan v chemiluminiscen¢nim detektoru [32].

Tento analyzator je kombinovany, umoznuje stanoveni TN a TOC. Pro nasi praci byl
tento analyzator vyuzit pouze pro stanoveni TN. Kalibrace metody se provadi metodou
kalibra¢ni pfimky pted kaZdou analyzou pomoci smé&sného standardu siranu amonného

a dusi¢nanu draselného [32].
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8 VYSLEDKY

8.1 Charakteristika pid

Pro pidy z okoli Brna (Bratcice, Veverské Kninice a Ivail) byla stanovena suSina,
a to pro kazdy vzorek 3x vedle sebe a vysledné hodnoty byly zprimérovany. Dale byly pro
tyto pudy stanoveny hodnoty WHCax, V tomto ptipad¢ pro kazdy vzorek 2x vedle sebe
a vysledné hodnoty byly opét zprumérovany. Z hodnot WHC .« byl nasledné vypocitan
ptidavek destilované vody potiebny k vlhéeni 1 g ptirozen¢ vlhké pidy na 44 % WHC; pro
nas piipad to je optimalni WHC /viz Kapitola 7.2/. Ziskané hodnoty, jsou zaznamenany
v Tab. Il. Dale byly pro tyto vzorky pud ziskany od Bc. Jarmily Novakové i dalsi charakte-
ristiky jako je spalitelny podil, pH (H,0) a pH (KCI), které stanovila v ramci své diplomo-

vé prace /viz Tab. I1/.

Tab. 1I: Charakteristika pud

Lokalita Susina | WHC ax Piidavek Spalitelny | pH pH
[%] | [ml.g™'] | vody pro44% | podil° | (H,0) | (KCI)°
WHC [%] [1] [1]
[ml.g™]
Bratcice 87,48 | 0,4519 0,0488 20,68 7,341 | 6,854
Veverské Kninice | 87,47 0,5117 0,0716 23,64 7,125 | 6,724
Ivan 76,37 | 0,7127 0,0032 25,51 7,653 | 6,452

¢ - stanoveno v ramci diplomové prace Be. Jarmily Novéakové [37]

Pro vzorek Luzice, tedy smési tvofené 2 dily zeminy a 5 dily kompostu, byly rov-
néz ziskany charakteristiky jako pH; dale byla stanovena susina, WHCpa @ bylo dopogita-
no mnozstvi vody potfebné pro doplnéni na pozadovanou X % WHC /viz Tab. Ill/. Smés
oznacena jako Luzices slouzila jako standard; druhd smés Luzicey, se od smési Luzices liSi-
la tim, Ze byl do ni pfiddn Anoxomer. Bylo zndmo, Ze smés obsahujici Anoxomer méla

hodnoty respirace dvakrat nizsi, tudiz se dala predpokladat nizsi aktivita mikroorganismii.
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Tab. I1l: Charakteristika smési (zemina z lokality Luzice:kompost; 2:5)
Lokalita | SuSina | WHCax Pridavek pH
[%] | [ml.g] | vody pro 44% | (KCI)"
WHC [1]
[ml.g™]
Luzices | 58,35 | 1,3768 -0,0630 6,210
LuZicesy | 59,64 | 0,9280 -0,1601 6,100

P_ stanoveno v ramci diplomové prace Be. Petra Ondfiska [38]

Jak si miizeme vSimnout, tak u této smési vychazi ptidavek vody pro 44% WHC za-
porng, to znamena, ze vodu nepiidavame, ale naopak, vypoctené mnozstvi musime ze sme-
si odstranit suSenim. ProtoZe napt. bézné mezofilni bakterie maji letalni teplotu kolem
60-70 °C [39], byla smés susena pii nizsich teplotach (40 °C), aby nedoslo k zahubeni mi-

kroorganismil.

8.2 Stanoveni C v pudni mikrobialni biomase

Mnozstvi celkového organického uhliku ptidni mikrobidlni biomasy (TOCppg) je Vy-
jadteno jako rozdil celkového organického uhliku fumigované pidy (TOCE) a celkového
organického uhliku nefumigované pady (TOCy). Vzorky byly zpracovany 3x vedle sebe,
hodnoty byly pfepocitany na piislusné navazky piirozené vlhké pidy a nasledné pak na

25 g susiny pudy a ziskané vysledky byly zprimérovany, /viz Tab. IV a Tab. V/.

Tab. IV: Uhlik v mg.25 g™* susiny pady

Lokalita TOCk TOCy TOCpms
[mg.25 g™ susiny] | [mg.25 g™ susiny] | [mg.25 g susiny]

Bratcice 12,870 7,788 5,082

Veverské Kninice 13,972 9,217 4,710

Ivan 27,079 14,972 12,107
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Tab. V: Uhlik v mg.25 g™ susiny smési (zemina:kompost; 2:5)

Lokalita TOC: TOCy TOCpmp
[mg.25 g™ susiny] | [mg.25 g susiny] | [mg.25 g™* suginy]

Luzices 91,131 30,084 61,047

Luzicean 67,013 28,598 38,415

8.3 Stanoveni N v pudni mikrobialni biomase

Toto stanoveni bylo provad&no na analyzatoru Formacs" " (Skalar) 3x vedle sebe, kde

byl stanoven obsah N v jednotkach mg.I™, proto bylo nutné vysledky piepocitat na p¥islus-

né navazky ptirozené vlhké plidy a nasledné pak na 25 g suSiny.

Obsah celkového dusiku pudni mikrobialni biomasy (TNpmg) byl vypoéitan jako

rozdil celkového dusiku fumigované pudy (TNg) a celkového dusiku nefumigované pudy

(TNN). Ziskana data byla zpraimérovana a vysledky jsou uvedeny nize, /viz Tab. VI a Tab.

VII/.

Tab. VI: Dusik v mg.25 g™ susiny pady

Lokalita TNe TNy TNpms
[mg.25 g™ susiny] | [mg.25 g™ susiny] | [mg.25 g susiny]
Bratdéice 1,977 1,379 0,598
Veverské Kninice 6,836 5,832 1,104
Ivan 5,223 2,265 2,958

Tab. VII: Dusik v mg.25 g™ susiny smé&si (zemina:kompost; 2:5)

Lokalita

TNF
[mg.25 g™* susiny]

TNn
[mg.25 g™* susiny]

TNpms
[mg.25 g™ suginy]

Luzices

23,757

20,515

3,242

LuZices

19,666

17,623

2,043
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9 DISKUSE VYSLEDKU

Mikrobidlni biomasa je dalezita zasobarna zivin a zmény ve slozeni zivin se odrazeji
pravé v mikrobialni biomase. Stanoveni celkové biomasy mikroorganismu v ptd¢ vétSinou
spociva ve vycisleni komponenty mikrobidlni biomasy, nejcastéji uhliku. Tato komponenta
musi byt pfitomna ve vSech zivych bunkach a po jejich odumieni musi byt bud’ rychle de-
gradovana, nebo by se méla alespon stat lehce extrahovatelnou [14]. Pravé moznosti ex-
trakce dané¢ komponenty vyuziva fumigacné extrakéni metoda, kterd byla pouzita v této
bakalaiské praci a nasledné byly v extraktu stanoveny celkovy organicky uhlik (TOC)
a celkovy dusik (TN).

Existuje cela fada metod, kterymi lze stanovit TOC i TN, /viz Kapitola 3.6 a 3.7/.

Pro stanoveni celkového dusiku bylo prvotni mySlenkou stanovit amonné ionty cou-
lometrickou titraci s biamperometrickou indikaci po Kjeldahlizaci vzorku /viz Kapitola
3.7.3/. Pro prvni, orienta¢ni, zjisténi mnozstvi dusiku ve vzorcich testovanych ptid byla
mineralizovana samotna nefumigovand pida a bylo odhadnuto, kolik dusiku se
V mineralizatu zhruba nachazi. Poté byl navrzen postup, jak upravit a mineralizovat extrak-
ty testovanych vzorkd puid (fumigovanych, nefumigovanych) pravé pro toto stanoveni.
Byla zde vyvinuta snaha o to, aby byly vSechny testované mineralizaty 1 kalibra¢ni stan-
dardy analyzovany za stejnych podminek (tzn., aby nedochézelo v priib&éhu analyzy napf.
k vymén¢ katodickych nebo anodickych roztoki, apod.). Tento postup se ale nezdafil; pfi
zvoleném objemu analyzovaného mineralizatu, titrace neprobéhla. Coz mohlo byt zptso-
beno nizsi koncentraci stanovovaného N, nez jakd byla ptivodné piedpokladana. Zvysit
objem nastfiku, nepfichdzelo v tvahu, protoZe by dochazelo k rychlému vycerpani pufr,
a bylo by potieba béhem analyzy n€kolikrat ménit katodicky a anodicky roztok, ¢imz by se
mohly ménit podminky analyzy a mohlo by dochazet k vyznamnému ovlivnéni vysledku.
Tytéz extrakty byly tedy zanalyzovany na analyzatoru dusiku Formacs"'(Skalar), aby se
potvrdilo, Ze extrakce a mineralizace vzorku byla GspéSné a dusik je v analyzovaném vzor-
ku pfitomen, jen se ho nepodafilo titraci prokazat. Z dvodi omezeného mnozstvi testova-
nych ptd a ¢asovych divoda bylo dohodnuto, Ze se ke stanoveni celkového dusiku taktéz,

stejné jako v ptipad¢ stanoveni TOC, vyuzije analyzatoru.

Pro stanoveni celkového organického uhliku byl vyuzit analyzator uhliku
TOC-5000 A (Shimadzu). V piipade¢ stanoveni TOC by mohlo byt namitnuto, ze vzhledem

k fumigaci chloroformem (CHCIs), je pida a poté nasledné ziskany extrakt ovlivnén pfi-
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tomnosti uhliku pravé z chloroformu. Po fumigaci probéhlo né¢kolika nasobné odsati par
chloroformu (6 krat, po dobu 2 min), a poté se piedpokladalo, Ze odsati bylo dokonalé
a chloroformovy uhlik nam neovlivnil vysledky. Nicméné prace americkych autora [40] se
zabyvala moznosti ovlivnéni vysledkli pravé chloroformovou extrakci. Studie ukézala, ze
pary chloroformu mohou byt sorbovany na jilovité¢ ¢astice — ¢im jilovitéjsi pada je, tim
vyS$$i sorpce nastava. Autofi uvadéné studie se také zabyvali moznosti jak pary chlorofor-
mu jesté 1épe ze vzorkl odstranit. Bylo ale zjisténo, ze ani zvySeni intervalu odsavani par
po fumigaci nema zadny vyznamny vliv. Také byl nalezen chloroformovy C ve dvou ex-

traktech, odkud se ho snazili odstranit probublavanim dusikem, bohuzel ani v tomto piipa-

d¢ nebylo odstranéni 100%.

Nase zeméd¢lské pudy jsou zrnitostni t¥ida prachovita hlina a jeden vzorek z nich pra-
chovita jilovita hlina (z lokality Veverské Kninice, /viz Tab. I/). Proto by se mélo u fumi-
gacné¢ extrakéni metody piedpokladat jisté ovlivnéni vysledka uhlikem z chloroformu, pre-
vazné U vyznamng jilovitych pid.

V nasledujicich tabulkach /viz Tab. VIII a Tab. IX/ jsou shrnuty vysledky, zjisténé
V ramci Mnozstvi mikrobidlni biomase

této bakalarské prace. C a N vpidni

v zemédélskych pidach i ve smési zemina:kompost jsou zde uvedeny v mg na 25 g susiny.

Tab. VIII: Shrnuti vysledkd TOC a TN pidni mikrobidlni biomasy testovanych vzorkd

Lokalita TOCpms TNpms C:N
[mg.25 g™ susiny] | [Mmg.25 g™ susiny]

Bratdéice 5,082 0,598 8:1

Veverské Kninice 4,710 1,104 4:1

Ivan 12,107 2,958 4:1
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Tab. IX: Shrnuti vysledki TOC a TN mikrobialni biomasy testované smési (zemi-
na:kompost; 2:5)

Lokalita TOCpmp TNpms C:N
[Mg.25 g™ susiny] | [mg.25 g suSiny]
Luzices 61,047 3,242 18:1

LuZicea 38,415 2,043 18:1

Obsah TOC ¢i TN pldni mikrobidlni biomasy byl dan rozdilem fumigované
a nefumigované pady. Hodnoty TOC i TN byly vzdy vyssi ve fumigovanych vzorcich pid,
coz je znamkou toho, ze se pifi fumigaci opravdu lyzovaly buiiky mikroorganismi a jejich

cytoplazma se uvolnila do prostiedi.

MnozZstvi TOC a TN byva v rliznych piudach rizné. Dusiku byva podstatné méné nez
uhliku a obsah celkového N v pid¢ se ¢asto dava do vztahu s organickym C a vyjadiuje se
pomérem C:N (,,optimum* je udadvano jako 10-12:1). Za dostate¢né zasobeni dusikem jesté
povazuji n€ktefi autotfi pomér 15-18:1 [41]. Ke zdrojim uhliku a dusiku v pudé¢ patii mi-
krobialni biomasa, metabolity organismil a zbytky rostlin i Zivo€ichii. Diky této znalosti Ize
fict, Zze pomé&r mikrobidlni biomasy uhliku a dusiku je taktéz v néjakém poméru. Pomér
C:N muZe v pidni mikrobidlni biomase kolisat vlivem podminek, které mohou ovlivnit

mikroorganismy.

Vysledky nasi prace ukazuji, Ze fumigacné¢ extrakéni metodu lze pouzit pro extrakci
a nasledné stanoveni TOC a TN pldni biomasy. Metodu lze povazovat za technicky, fi-
nan¢né i ¢asové malo naro¢nou. Nicméné u této metody, biologické metody, je potieba
pocitat nejen s ovlivnénim vysledkti diky chloroformové extrakcei, ale je tfeba brat v ivahu
1 parametry prostiedi, a je proto potfeba doplnit biologickéa data také chemickymi rozbory
a rozbory pudnich vlastnosti. V Tab. VIII jsou uvedeny vysledky stanoveni a také poméry
C:N mikrobidlni biomasy. Hodnoty TOC a TN, zvlasté pak jejich pomér vypovidaji o kva-
lit¢ pudy. Lze tedy fict /viz Tab. IV a Tab. VI/, ze zeméd¢lské pudy testovany v tomto ex-

perimentu jsou dostatecné zasobeny dusikem.

Stanovenim uhliku v plidni mikrobialni biomase se zabyvali 1 v Australii, kde odebira-
li pidu z 20 odbérovych mist [42]. Puda byla odebirana z hloubky 10 cm po ptedchozim

odebrani svrchni 5 cm vrstvy. Pro stanoveni ptidni mikrobidlni biomasy byla pouzita fumi-
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gacné extrakéni metoda. Jednotlivé vzorky mély navazku 5 g a byly fumigovéany 3x vedle
sebe po dobu 24 h pfi teploté 25 °C v temnu. Fumigované i nefumigované vzorky byly
extrahovany 0,5mol.I K,SO4 v poméru 1:4; 5 g pidy:20 ml K504 [42]. Zde se pracovni
postup od toho na$eho trochu liil; v na§em piipadé se vychazelo z Ceské technické normy
a bylo navazovéno 25 g susiny pudy a k této navazce bylo vzdy ptidano 200 ml K;SO4. Pro
srovnani jsou nékteré z jejich vysledki TOC uvedeny v nasledujici tabulce /viz Tab. X/.
Hodnota TOC stanovena fumiga¢né extrakéni metodou ve vzorcich se pohybovala
v rozmezi 1,95-8,25 mg.25 g'1 suSiny. Jimi ziskané vysledky TOC ptdni biomasy kore-
sponduji s hodnotami ziskanymi v nasi studii, tedy v ptidach z Ceské republiky. ProtoZe se

autofi zabyvali jen stanovenim uhliku, neni mozné porovnat pomér C:N s nasimi vysledky.

Tab. X: Uhlik (TOC) ptidni mikrobialni biomasy stanoven v australskych oblastech [42]

Lokalita TOCpms
[mg.25 g™ suiny]
Kelley 8,250
Tudgey 6,750
Kadina 5,925
Walpeup 2,975
Fleming 1,950

Fumigaéné extrakéni metody bylo také pouzito pro stanoveni TOC s TN ve smési,
tvotené 2 dily zeminy a 5 dily kompostu. Pfitomnosti kompostu byly zlepSeny podminky
V pudé pro rozmnozovani mikroorganismi a jejich rtst, proto jsou hodnoty TOC ve srov-
nani s pidnimi vzorky vyssi. Tato smés byla piipravena pro tcely jiné prace, kde bylo tes-
tovano zda Anoxomer inhibuje pltidni respiraci. Vysledky téchto respiracnich testi ukazaly,
ze puda, ve které byl Anoxomer inkubovan (LuZzicey,) ma vyrazn€ nizs$i hodnoty respirace
oproti stejné smési bez Anoxomeru (LuZices); tyto hodnoty jsou zpracovany v ramci di-
plomové prace Bc. Petra Ondfiska [38]. Tudiz bylo mozné ocekavat jisté zmény z hlediska
celkové biomasy mikroorganismul. Tento fakt se potvrdil, /viz Tab. IX/. I kdyz zustaly po-
meéry C:N zachovany, je patrné, ze mnozstvi TOC i TN se ve vzorku s Anoxomerem snizi-

lo zhruba o 37 %, a tim se snizila i celkova biomasa organismu v pudé.
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10 ZAVER

Predkladana bakalaiska prace se zabyva stanovenim mnozstvi celkového dusiku (TN)
a celkového organického uhliku (TOC) v pidni mikrobialni biomase fumigacné extrakéni
metodou ve tiech vzorcich zemédé€lskych ptid. Fumigaéné extrakéni metoda byla v této
praci také aplikovana na ziskany smésny vzorek tvofeny zeminou a kompostem, kdy do
jedné smési byl navic pfidan Anoxomer, tedy latka inhibujici respiraci pidnich mikroorga-
nismu.

Obsah TOC ¢i TN pudni mikrobidlni biomasy byl dan rozdilem fumigované
a nefumigované pidy. Hodnoty TOC i TN byly vzdy vyssi ve fumigovanych vzorcich pid,
coz je znamkou toho, ze se pifi fumigaci opravdu lyzovaly buiiky mikroorganismi a jejich

cytoplazma se uvolnila do prostiedi.

Mnozstvi TOC a TN byva v riznych ptdach rizné. Dusiku byva podstatné méné nez
uhliku a casto se uvadi, Ze se tyto prvky nachazeji v piidé¢ v poméru 10:1 (C:N). Podobné
poméry lze nalézt i ve vysledcich této prace a Ize konstatovat, Ze nami testované zeméedél-

ské pudy mély dostatecné zasobeni dusikem.

V testovaném smésném vzorku zeminy s kompostem, do které byl pfidan Anoxo-
mer, byla inhibovana respirace pudnich organismi. Zde bylo z hlediska TOC a TN proka-
zano, ze doslo k vyznamnému tbytku celkové biomasy mikroorganismt v pade.

Zavérem lze konstatovat, Ze stanoveni celkového C mikrobidlni biomasy, je tedy

mozZno obecné povazovat za nejspolehlivéjsi a nejcastéji pouzivanou metodu pro stanoveni

zmén vlastnosti pad.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP

Ch

IC

IC

ISE
MZLU
TC

TN

TN
TNy
TNpmB
TOC
TOCk
TOCn
TOCpme
VIS
WHC nax

X-WHC

Adenosintrifosfat

Obsah extrahovatelného uhliku obsaZeného v buiikach
Anorganicky uhlik

Infracerveny

Iontové selektivni elektroda

Mendelova univerzita v Brné

Celkovy uhlik

Celkovy dusik

Celkovy dusik fumigované pidy

Celkovy dusik nefumigované pudy

Celkovy dusik ptidni mikrobialni biomasy

Celkovy organicky uhlik

Celkovy organicky uhlik fumigované pidy

Celkovy organicky uhlik nefumigované pidy
Celkovy organicky uhlik piidni mikrobidlni biomasy
Viditelna oblast svétla

Maximalni vodni kapacita

X% maximalni vodni kapacita, (44% WHC)
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